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RESUMEN

La pulga Ctenocephalides felis es un ectoparásito vector de múltiples
enfermedades que afecta a perros y gatos, tiene una distribución a escala mundial y se
ha convertido en una plaga importante del ser humano y animales domésticos. Este
ectoparásito, ha adaptado su ciclo biológico en ambientes domésticos y peri
domésticos por su alta tasa de reproducción e infestación, lo cual la convierte en una
plaga de importancia médica y veterinaria. Esta adaptación involucra su capacidad para
generar resistencia a la amplia gama de insecticidas que ofrece el mercado. Ante la
importancia de entender mejor la bioecología de la pulga C. felis y generar una solución
frente a esta problemática, se realizó un estudio sobre el ciclo de vida no parasítico a
tres rangos de temperatura, dos de ellas en cámaras climatizadas: temperatura alta
(27-30 ºC), temperatura media (22-25 ºC) y temperatura ambiente intra domiciliaria del
laboratorio en la ciudad de Bogotá, trabajo desarrollado en el laboratorio de
parasitología de la Universidad de La Salle. Se desarrolló un modelo preliminar de
bioensayo in vitro, con el que se midió cuantitativamente el efecto de la adición de tres
sustancias biocidas (Fipronil, Diflubenzurón y extracto de Ruda), valoradas en cinco
concentraciones (1, 10, 100, 250, 500 ppm) y se establecieron sus correspondientes
curvas dosis-efecto. Se determinó que los periodos del ciclo biológico no parasitario de
la pulga C. felis, usados como variables para este estudio: PEL (Periodo Eclosión
Larvaria), PFP (Periodo Formación Pupal), PEPA (Periodo eclosión Pupa Adulto) y
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PEHA (Periodo Eclosión Huevo Adulto) difirieron en su velocidad de desarrollo acorde
con la temperatura de incubación, lo mismo que los porcentajes de supervivencia,
encontrándose los períodos más cortos y mayores supervivencias en la temperatura
alta. En la validación del bioensayo los resultados de mortalidad se compararon con el
método estadístico Probit, el Diflubenzurón obtuvo una DL50 de 288 ppm (212-373
ppm). El fipronil generó un 100% de mortalidad desde la dosis mínima trabajada (1
ppm), lo que impidió el análisis Probit. El extracto de Ruda generó una baja mortalidad,
determinada por el probit como no significativa.

Palabras clave: Ciclo biológico, Ctenocephalides felis, temperaturas de
incubación, modelo in vitro, sustancias biocidas
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SUMMARY

The flea Ctenocephalides felis is an ectoparasite vector of multiple diseases
which affects dogs and cats, it has a worldwide distribution and also it has become one
of the most important pest of humans and pets. This ectoparasite has adapted its life
cycle to domestic and peri domestic environments due to its high rate of reproduction
and infestation, which makes it a plague of medical and veterinary importance. This
adaptation involves its ability to generate resistance to the wide range of insecticides
offered by the market. Given the importance of a proper understanding of the bioecology of the flea C. felis in order to generate a solution to this problem, a study of the
non-parasitic life cycle was performed under three temperature ranges, two in climate
chambers: high temperature (27-30 °C), medium temperature (22-25 °C) and
environmental intra laboratory temperature in Bogotá, work done in the laboratory of
parasitology at the University of La Salle. A preliminary model of an in vitro bioassay to
quantitatively determine the effect of the addition of three biocides (Fipronil,
Diflubenzuron

and

Rue

extract)

was

developed,

testing

substances

at

five

concentrations (1, 10, 100, 250, 500 ppm), and their corresponding dose-effect curves
were established. It was determined that the periods of the non-parasitic life cycle of the
flea C. felis, used as variables for this study: PEL (larval hatching period), PFP (Pupal
Formation Period), PEPA (Adult Pupa hatching period) and PEHA (Adult Egg Hatching
Period) differed in their rate of development in accordance with the temperature of
incubation, as well as survival rates; it was found that shorter development periods and
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higher survivals occurred at high temperature. In the validation of the bioassay mortality
results were compared with the probit statistical assay, the Diflubenzuron obtained an
LD50 of 288 ppm (212-373 ppm). Fipronil generated a 100% mortality from the lower
dose studied (1 ppm), which prevented the Probit analysis. Ruda extract generated a
low mortality, determined by probit as non significant.

Keywords: Life cycle, Ctenocephalides felis, incubation temperatures, in vitro
model, biocide substances.

INTRODUCCIÓN

Los ectoparásitos son un problema importante y frecuente en la tenencia de
mascotas. En el ámbito profesional clínico veterinario se presentan comúnmente
enfermedades por pulgas ya sea directamente causando dermatitis o indirectamente
por ser portadoras de enfermedades (Vega, Chavez, Casas & Gavidia, 2005).
Las

pulgas

son ectoparásitos

hematófagos, que

pertenecen al Orden

Siphonaptera, las principales pulgas que afectan a los animales y a los seres humanos
son Ctenocephalides felis, Ctenocephalides canis, Pulex irritans, Pulex simulans,
Echidnophaga gallinácea y Ceratophyllus gallinae, (Bolio, Rodriguez, Sauri, Gutiérrez;
Morales et al., 2012) C. felis se encuentra en todas las partes del mundo y actualmente
es la plaga más importante de los animales domésticos y del ser humano (Guerrero,
2009) Esta es la de mayor presentación ya que parasita a toda clase de carnívoros,
roedores, conejos y rumiantes domésticos (Bolio et al., 2012), también tienen
reservorios naturales en

animales silvestres como zarigüeyas y mapaches (Dryden,

Broce, Cawthra & Gnad, 1995) demostrando su gran capacidad de supervivencia
El ciclo de vida de las pulgas incluye fases parasitarias y no parasitarias, solo la
fase larvaria y pupal no necesitan un huésped para su desarrollo, permitiendo así un
mayor establecimiento de la infestación en las casas. El ciclo de vida varía entre 14 y
174 días (Blagburn & Dryden, 2009), si se encuentra en un ambiente favorable y en un
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huésped apropiado. Su desarrollo y distribución dependen de factores como
temperaturas entre 13-32 °C y una humedad relativa entre 50 y 92%. (Bowman, 2011).
El ciclo comienza cuando la pulga deposita los huevos en el huésped (alrededor
de 20 a 40 por día) luego caen en el ambiente donde habita el huésped,
preferiblemente en lugares oscuros, con material vegetal y animal del cual se van a
alimentar las larvas al eclosionar, el estadio larvario tiene 3 fases, pueden durar de 2 a
16 días dependiendo de las condiciones medio ambientales. Posteriormente, se
convierte en pupa donde puede durar de 2 semanas hasta 5 meses dependiendo de la
temperatura, humedad y la disponibilidad del huésped (Guerrero, 2009).
El control de esta plaga modernamente reside, en la aplicación de una serie de
compuestos adulticidas, larvicidas e inhibidores de crecimiento, los cuales son
producidos por diversas casas farmacéuticas.
Se han desarrollado estrategias utilizando carbamatos, organofosforados,
piretroides y piretrinas que llevaron a los casos documentados de resistencia a los
insecticidas en las poblaciones de pulgas (Bossard, Dryden & Broce, 2002).
Posteriormente cuando se evidenció una eficacia baja de estos componentes, se
creó la necesidad de controlar eficazmente las pulgas y otros ectoparásitos. Con base
en esta observación, fueron introducidos insecticidas, tales como: fipronil, imidacloprid,
lufenuron, metaflumizona, nitenpyram, selamectina, dinotefuran, spinetoram, spinosad,
piriproxyfem y methoprene, que han revolucionado el control de la pulga C. felis, en
perros y gatos (Rust, 2010; Blagburn & Dryden, 2009 & Rust, 2005).
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Se necesitan cambios en las estrategias de manejo de las pulgas, tanto dentro
como fuera del huésped, un control sostenible en el mediano y largo plazo debería
estar basado en un conocimiento certero de componentes bióticos del ciclo de vida no
parasitario, particularmente sus requerimientos ambientales, lo cual permitiría un uso
más racional de los compuestos.
Mediante este estudio, se llevó a cabo en el laboratorio, el desarrollo del ciclo
de vida no parasitario de la pulga C.felis, se evaluaron sus parámetros bióticos bajo
tres rangos de temperatura y se desarrolló un modelo preliminar de bioensayo in vitro,
con el que se midió cuantitativamente el efecto de la adición de tres sustancias biocidas
(Fipronil, Diflubenzurón y extracto de Ruda).
Los resultados que se obtuvieron en este estudio son la base para estructurar
un modelo in vitro de evaluación, ya que es un método apropiado para detectar
prematuramente la aparición de resistencia a los productos.
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OBJETIVOS

GENERAL:
Establecer un modelo in vitro para el desarrollo del ciclo de vida no parasitario
de la pulga C. felis en el laboratorio para la evaluación de sustancias insecticidas.
ESPECÍFICOS
 Reproducir en el laboratorio el ciclo de vida de la pulga C. felis desde huevo
hasta adulto, determinando parámetros de esos componentes del ciclo de
vida.
 Implantar un modelo preliminar in vitro para establecer cuantitativamente el
efecto de la adición de sustancias biocidas sobre la viabilidad y parámetros de
las fases no parasíticas de las pulgas.
 Validar la prueba in vitro desarrollada mediante su utilización con tres
sustancias biocidas estableciendo curvas dosis-efecto.
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MARCO TEÓRICO

Biología
Las pulgas pertenecen al Orden Siphonaptera, son ectoparásitos hematófagos
obligados, que parasitan en animales de sangre caliente, son pequeñas miden de 1.5 a
3,3 mm, de color marrón rojizo oscuro, ápteras. Sus cuerpos están comprimidos
lateralmente y están cubiertos con pelos cortos y muchas espinas dirigidas hacia atrás,
que permiten el movimiento hacia adelante a través pelos en el cuerpo del huésped.
(Hinkle & Rust, 2009 citado en Vincent, Resh, Ring & Cardé, 2009)
Sus patas traseras son largas y bien adaptadas para saltar le permiten brincar
verticalmente hasta 20 cm y horizontalmente 40 cm. (Beck, Boch, Mackensen, Wiegand
& Pfister, 2006). Las piezas bucales que tienen las pulgas adultas están equipadas
para succionar la sangre desde el hospedador (Hinkle & Rust, 2009 citado en Vincent
et al., 2009).
Las pulgas tienen metamorfosis completa: huevo, larva, pupa y adulto. La
hembra coloca de 300 a 400 huevos en el suelo, alfombras, camas, muebles, etc., que
en condiciones favorables eclosionan dentro de 7 a 14 días. Las larvas, como
diminutos gusanos, tienen un aparato bucal masticador y se alimentan de restos
orgánicos y excremento de pulgas adultas. Dependiendo de las condiciones
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ambientales y disponibilidad de alimento, las larvas pueden tardar en empupar de una
semana a varias semanas. Una vez completado su desarrollo, la pulga adulta no
emerge inmediatamente de su envoltura pupal dado que pueden transcurrir algunos
días, meses e incluso un año, ello explica la presencia de pulgas en sitios que han
permanecido deshabitados por períodos bastante prolongados (Blagburn & Dryden,
2009).
En la figura 1 se observan las principales características morfológicas del macho
y de la hembra de la pulga del gato C. felis. El macho tiene una tonalidad diferente y su
órgano genital es uno de los genitales más complejos del reino animal, lo que hace de
esta una estructura muy útil para su identificación (Durden & Traub, 2002)
Figura 1. Diferencias en la morfología de machos y hembras de la pulga C. felis.

Fuente: (Ramos & Pérez, 2012)

La evolución ha moldeado un gran porcentaje de las asociaciones huésped
pulga lo que se ve reflejado en la especificidad al huésped y las adaptaciones
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morfológicas que algunas pulgas han desarrollado para poder ajustarse a la morfología
de piel, pelaje, plumas del huésped (Durden & Traub, 2002).
Taxonomía
Las pulgas evolucionaron de ancestros ágiles durante la parte tardía del Jurásico
o Cretáceo temprano hace unos 125 a 150 millones de años. Han avanzado como
grupo de parásitos de los cuales un 94% se alimentan de la sangre de mamíferos,
representando 15 familias y más de 200 géneros de pulgas, el restante 6% está
representado en 5 familias, 25 géneros y son ectoparásitos de aves (Durden & Traub,
2002).
Hay unas 2.500 especies y subespecies de pulgas que al presente están
ubicadas en 15 familias y 220 géneros. La mayoría de las especies de importancia
veterinaria y médica son miembros de las familias: Ceratophyllidae (pulgas de
roedores), Leptopsyllidae (pulgas de Aves y Conejos), Pulicidae (pulgas de Humanos y
animales domésticos) y Vermipsyllidae (pulgas de los zorros) (Durden & Traub, 2002).
A la familia Pulicidae pertenecen los géneros Pulex spp, Spilopsyllus cuniculi,
Archaeopsylla erinacei y Ctenocephalides spp. Dentro del género Ctenocephalides spp
existen cerca de once especies y hay cinco subespecies reconocidas en todo el
mundo, en África solo se encuentra la pulga C. felis damarensis y la pulga C. felis
strongylus (Lewis, 1972) y parasitan animales silvestres (Dryden & Prestwood, 1993).
En el sudeste de Asia y las Indias Orientales, se encuentra la pulga C. felis orientis
(Lewis, 1972), que infestan principalmente ganado vacuno, ovino y caprino. Las pulgas
del perro Ctenocephalides canis (Curtis, 1826 citado en Hernández, Cruz, Ortiz,
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,Valdivia & Quintero, 2011) y la pulga del gato C. felis felis (Bouché, 1835 citado en
Hernández et al., 2011) son cosmopolitas que se han registrado en América del sur.
Identificación de la pulga C. felis
Las pulgas son ectoparásitos con una morfología única y es poco probable que
sean confundidas con otros artrópodos al hacer su identificación. La manera más
adecuada de identificar las pulgas es mediante la morfología del exoesqueleto de un
adulto que ha sido clarificado, montado en una laminilla y posteriormente observado al
microscopio (Durden & Traub, 2002)
Para la identificación de la pulga C. felis se deben tener en cuenta Las
variaciones morfológicas de quetotaxia, principalmente, la forma de la cabeza, la
longitud de la primera columna del peine genal, el número de cerdas en la zona
metanotal lateral y el número de cerdas gruesas cortas en el intervalo entre las cerdas
largas post mediales y apicales del margen dorsal de la tibia posterior (Linardi &
Santos, 2012).
En la figura 2 se muestran las siguientes características de la pulga C. felis: A. la
cabeza es de forma alargada, B. la primera columna del peine Genal, tiene una longitud
más corta pero similar a las demás, aproximadamente 2/3 respecto a las otras
columnas. C. tiene dos cerdas en la zona metanotal lateral.
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Figura 2. Características morfológicas de la cabeza y zona metanotal lateral de la pulga C. felis.

Fuente: (Linardi & Santos, 2012)
En la figura 3.se observa que solo posee una cerda corta y gruesa, en el
intervalo entre las cerdas largas post mediales y apicales del margen dorsal de la tibia
posterior.
Figura 3. Características morfológicas del margen dorsal de la tibia posterior de la pulga C. felis
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Fuente: (Linardi & Santos, 2012)

Ciclo de vida
Las pulgas son insectos holometábolos, el ciclo de vida varía entre 14 y 174 días
(Blagburn & Dryden, 2009) esto dependen de factores como temperaturas entre 13 y
32°C y una humedad relativa entre 50 y 92% (Bowman, 2011).
Adulto.
Una vez que las pulgas adultas localizan un huésped, tienden a permanecer en ese
animal a menos de que sean desalojadas. Se alimentan y acoplan fácilmente al
hospedador, la hembra se aparea y comienza la ovoposición en un par de días (Hinkle
& Rust, 2009 citado en Vincent et al., 2009).C. felis es un organismo muy fecundo, la
hembra tiene un pico de 40 a 50 huevos por día y la producción de aproximadamente
1300 huevos durante los primeros 50 días en un hospedador, la pulga C. felis puede
continuar produciendo huevos a una velocidad gradualmente decreciente durante más
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de 100 días (Dryden, Payne, Smith, Heaney, & Sun, 2013). Para producir una gran
cantidad de huevos, las pulgas del gato hembra consumen una media de 13,6 ml de
sangre por día, lo que equivale a 15,15 veces su peso (Blagburn & Dryden, 2009).
Huevo.
Los huevos de pulgas son de color blanco nacarado y forma ovalada, con
bordes redondeados, y son 0,5 mm de longitud (Blagburn & Dryden, 2009), con una
superficie con aerópilo (estructura que permite el intercambio gaseoso para el
desarrollo del embrión) y micrópilo (estructura que permite la entrada de esperma
durante la fertilización).Los huevos caen fácilmente en el entorno del huésped
acumulándose en las zonas frecuentadas por el animal, los huevos normalmente
eclosionan de en 1 a 10 días, dependiendo de la temperatura y la humedad (Blagburn
& Dryden, 2009).
En la figura 4 se observan algunos de los huevos recolectados para el desarrollo
del trabajo. En la imagen se puede ver detalladamente la descripción hecha con
anterioridad. En algunos de los huevos, como muestran las flechas destacadas en la
imagen, se pueden visualizar las vellosidades de las larvas que están por eclosionar.
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Figura 4. Huevos de la pulga C. felis
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Larva.
Las

larvas

recién

eclosionadas

son

delgadas,

blancas,

segmentadas,

escasamente cubiertas con pelos cortos, miden aproximadamente 2mm de longitud y
poseen un par de puntas anales (Rust & Dryden, 1994); sin ojos, sin patas y con
aparato bucal masticatorio (Blagburn & Dryden, 2009).
Las larvas son de vida libre, se alimentan básicamente de heces de pulgas
adultas (son esenciales para el éxito del desarrollo), localizadas en desechos orgánicos
del entorno y de huevos de pulgas (Rust & Dryden, 1994) .Una vez que las larvas
ingieren heces de pulgas adultas u otros materiales, se vuelven más oscuras. Las
larvas de pulgas evitan la luz solar directa en su micro hábitat, el cual debe tener más
del 60% de humedad relativa para su correcto desarrollo y evitar su desecación. Ello lo
logran moviéndose activamente y profundamente en las fibras de la alfombra o debajo
de los restos orgánicos (pasto, ramas, hojas o tierra) (Rust, 1997).
Las larvas pasan por dos mudas, por lo general en un intervalo de 5 a 11 días. La larva
al terminar su desarrollo en el tercer estadio mide 0,5 cm de longitud (Blagburn &
Dryden, 2009). La larva busca un sitio apropiado para empupar y comienza a tejer un
capullo de seda. (Rust, 1997). Con frecuencia, los residuos ambientales son
incorporados en el capullo, por la adhesión a las fibras pegajosas de seda, de forma
que el capullo puede parecer como un terrón pequeño o una bola de pelusa (Hinkle &
Rust, 2009 citado en Vincent et al., 2009).
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La figura 5 presenta las características de una larva de tercer estadio, se debe
destacar que ellas son muy activas y poseen una serie de pelos o cerdas, con las que
posteriormente conformarán el capullo.
Figura 5. Tercer estadio de la larva de la pulga C. felis

Pupa.
La pupa es un capullo blanquecino, la cual es el resultado del tercer estadio de
la larva con una longitud de 0,5 mm. El capullo es pegajoso y se recubre con restos del
medio ambiente. Se encuentra en el suelo, en alfombras, debajo de los muebles, y en
los lechos para animales, con una temperatura entre 13-32°C y una humedad relativa
entre 50 y 92%. Las pulgas empiezan a surgir aproximadamente 5 días después de la
fase de pupa y alcanzan un pico de emergencia de 8 a 9 días. Si estas condiciones no
se generan el periodo pupal es muy variable y puede durar hasta un año (Silverman &
Rust, 1983).
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Una vez que la pupa se ha desarrollado completamente, la pulga adulta dentro del
capullo puede recibir estímulos tales como la presión, el dióxido de carbono, y calor
(disparadores asociados a huéspedes mamíferos) sirven como liberadores, para
emerger del capullo (Hinkle & Rust, 2009 citado en Vincent et al., 2009). Si la pulga
desarrollada dentro de la pupa no recibe un estímulo emergencia, puede permanecer
en reposo en el capullo durante varias semanas o meses hasta la aparición de un
huésped adecuado (Silverman & Rust, 1983). Tras salir la pulga de su estado de pupa,
si

no

encuentra

un

hospedador

de

inmediato,

puede

sobrevivir

durante

aproximadamente de 7 a 10 días o más, en condiciones de alta humedad y baja
temperatura (Hinkle & Rust, 2009 citado en Vincent et al., 2009).
En la figura 6 se observa la crisálida de la pupa la cual es señalada con el
círculo, recubierta por el material de desarrollo larvario (arena).
Figura 6. Pupas de la pulga C.felis
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Distribución mundial de la pulga de la pulga C. felis
A nivel mundial se han realizado diferentes estudios para determinar la
distribución de la pulga Ctenocephalides. A continuación se referencian algunos de
estos estudios: En el continente africano (Tanzania concretamente), se realizó un
estudio para determinar la distribución y diversidad de los ectoparásitos en ganado
porcino (un grupo en confinamiento y otro al aire libre); donde se encontraron
garrapatas y las siguientes tres especies de pulgas: Tunga penetrans, Echidnophaga
gallinacea y C.canis. La prevalencia de las pulgas fue del 5% relativas al entorno de
confinamiento y del 13% que se encontraban al aire libre (Braee, Ngowi & Johansen,
2013). En Anambra (Nigeria), tomaron una muestra representativa de 338 perros para
determinar la prevalencia de las pulgas. Los resultados obtenidos arrojaron que el
28,7% de los perros estaban infestados, de los cuáles el 2,1% presentó pulgas
Echidnophaga gallinácea y el 26,3% eran portadores de la pulga C. canis (Chukwu,
1985).
En la región de Tigray (Etiopía) una muestra de 750 ovejas y cabras para
determinar la prevalencia de ectoparásitos. Se detectó un 9% de pulgas C. felis en
ovejas y un 11,1% en cabras (Mulugeta, Yacob & Ashenafi, 2010).
En el continente asiático se reportan menor número de trabajos. Uno de ellos se
encuentra en Irán, donde se realizó un estudio para determinar qué tipo de pulgas se
presentan en perros domésticos infestados. Se tomaron 83 perros, de los cuales se
recolectaron un total de 407 pulgas

pertenecientes a cinco especies diferentes

predominando la pulga C. felis (Tavassoli, Ahmadi, Imani, Ahmadiara ,Javadi et al.,
2010).
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En Gwang-ju (República de Corea), se realizó un estudio para determinar la
incidencia de la infestación por ectoparásitos de los perros callejeros recogidos en el
refugio de animales. Se observó una muestra representativa de 103 perros y se
encontró el 6,8% de pulgas C. canis (Chee, Kwon, Cho, Abd, Lee et al., 2008)
En el continente europeo se reportan los siguientes estudios: en España se
utilizaron 744 perros domésticos con el fin de observar la distribución de los distintos
ectoparásitos y como resultado se observó que la más abundante fue la pulga C. felis
con un 88,02%, seguido por la pulga C. canis con el 10,38%, Pulex irritans con el
1,47% y por último Echidnophaga gallinácea con una representación del 0,13%
(Gracia, Calvete, Estrada, Castillo, Peribafiez et al., 2008).
En la región del sur de Italia, se realizó un estudio la determinar la presencia y
distribución de las pulgas en perros. Se observaron un total 1376 perros mostrando que
246 de ellos (17.9%) estaban infestados. En los perros infestaron se distinguían dos
especies: la pulga C. felis representando un 16,3% respecto el total de la muestra y la
pulga C canis con el 1.5%. (Rinaldi, Spera, Musella, Carbone, Veneziano et al., 2007).
En Hungría se realizó una encuesta sobre las especies de pulgas (Siphonaptera:
Pulicidae), que están infestando los perros y gatos que viven en zonas urbanas y
rurales con el fin de obtener información actualizada. Se tomaron 13 clínicas
veterinarias las cuales recopilaron información cada mes desde diciembre de 2005
hasta noviembre de 2006 arrojando un total de 319 perros infestados, la prevalencia de
la pulga C. felis en gatos sólo fue 94,3% los gatos restantes fueron infestados con la
pulga C. canis ya sea con infestaciones mixtas de pulgas C. felis y C. canis, la
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prevalencia en perros de la pulga C. canis fue de 53%, mientras que la de la pulga C.
felis fue de 36% (Farkas, Gyurkovszky, Solymosi, Beugnet et al., 2009).
En Brasil se muestra la mayor distribución de C. canis, pero la pulga C. felis
tiene mayor relevancia a nivel mundial. Los autores Linardi & Santos (2012), citan que
en distintos estudios realizados, se han obtenido errores en la clasificación o
identificación de su morfología incluyendo sus claves taxonómicas. En Uberlândia, en
Minas Gerais al sudeste de Brasil, se hicieron 115 autopsias de perros sacrificados
con el fin de estudiar la alta prevalencia de infecciones intestinales y ectoparásitos en
los perros.
Se obtuvieron cinco ectoparásitos Tunga penetrans (representando un 3,2%)
(Heukelbach, Frank., Ariza, Borges, Limongi et al, 2012). Se realizó un estudio en Rio
de Janeiro sobre la caracterización de ectoparásitos en gatos callejeros la mayoría de
gatos estaban infestados por C. felis representando un 60% del total de la muestra
observada (Mendes, Crissiuma, Gershony, Willi, Paiva et al., 2011).
En Yucatán (México), se estudiaron 200 perros del Centro de Control Canino y
Felino de Mérida de los cuales se obtuvieron muestras de pulgas. Dos especies de
pulgas fueron identificadas: la pulga C. felis (82,0%) y la pulga C. canis (18,0%) (Bolio
et al., 2012).
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Distribución geográfica en Colombia de la pulga C. felis
En Colombia se han reportado muy pocos estudios sobre la distribución de la
pulga C. felis y ha sido muy difícil determinar en qué lugares del país se ubican con
mayor frecuencia. Sin embargo se reporta un estudio en la Universidad de Caldas, en
el que se obtuvieron 3.698 de pulgas tomadas de 140 perros y 30 gatos. Se
reconocieron principalmente la pulga C. felis con el 94,2%, Pulex irritans con el 5,8% y
un solo ejemplar de Xenopsylla cheopis (Cañón & Pérez, 2010).

Resistencia
La resistencia a los insecticidas, es el desarrollo de la capacidad de una cepa de
parásitos a tolerar dosis de tóxicos, que en la población normal de una misma especie
resultaría letal para la mayoría de los individuos (Brown, 1958).
Las sustancias activas que eliminan pulgas adultas son conocidas como
insecticidas, pulguicidas o adulticidas. La actividad biológica de un pulguicida debe ser
descrita mediante un criterio de diferentes aspectos de actividad pulguicida. La
actividad incluye: “caída”, “eficacia inmediata” “eficiencia terapéutica” y “rapidez de
eliminación o acción” para definir el efecto del tratamiento contra las infestaciones
preexistentes; eficacia en la persistencia a corto plazo (eficiencia profiláctica), que se
refiere al periodo de establecimiento de nuevas infestaciones (típicamente de 4–6
semanas) y persistencia de término largo que usualmente atiende a formulaciones
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sistémicas generando

periodos extendidos de más de 3 meses (Marchiondo et al.,

2013).
Hay diversos tipos de insecticidas existentes para el control de pulgas, en el
presente estudio se utilizaron dos insecticidas: Fipronil y Difubenzurón.
El fipronil es una molécula extremadamente activa, pertenece a la clase de
plaguicidas denominada fenilo pirazoles, es un plaguicida clase II,

tiene efecto

insecticida y herbicida, su acción se realiza por contacto y a través del estómago.
El Fipronil es un potente alterador del sistema nervioso central de los insectos,
su mecanismo de acción consiste en su unión a los receptores acido gamma amino
butírico (GABA), ocasionando la acumulación de iones cloruro e impidiendo disminuir el
potencial de membrana de las neuronas, produciendo una híper-excitabilidad, neurotoxicidad en el sistema nervioso central por sobre estimulación y muerte del insecto
(Salazar, 2000).
El Diflubenzurón es una Benzoilurea y es un inhibidor del desarrollo. Es un
larvicida de contacto y oral. Actúa principalmente en las larvas de moscas, mosquitos,
pulgas, piojos. El mecanismo de acción implica la inhibición de la síntesis de quitina la
cual es indispensable para la formación del exoesqueleto, lo que impide el desarrollo
de los estadios inmaduros y hace inviables los huevos que depositan las hembras
adultas por lo tanto no eclosionan (Junquera, 2014).
En la Tabla 1 se nombra información de las moléculas de insecticidas, con las
principales características como grupo, principio activo, mecanismo de acción especie
en la que se debe utilizar y sensibilidad al ectoparásito.
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Tabla 1. Moléculas e insecticidas principales
GRUPO

Activadores canal
cloruro

Agonistas canal
cloruro GABAGated

PRINCIPIO
ACTIVO

MECANISMO DE ACCION

ESPECIE
PERRO

GATO

ECTOPARASITO
PULGA
GARRAPATA

Selamectina

Lactonas
macrocíclicas
(avermectinas) que se une a los
canales de cloruro regulados por
glutamato en los invertebrados, que
resulta en el bloqueo de la
neurotransmisión y la parálisis

x

x

x

x

Fipronil

Bloquea los canales de cloruro de
GABA y glutamato necesarios para la
inhibición de los impulsos nerviosos,
lo que lleva a la hiperexcitabilidad y
neurotoxicidad

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

Todos
a
excepción de la
spinetoram que
se
una
unicamente en
gatos

x

x

inhibidores
síntesis quitina

Diflubenzuron,
lufenuron

Mimeticos
hormona juvenil

Piriproxifeno,
Metopreno

Agonista
receptores
nicotinicos
acetilcolina

Dinotefurano,
Imidocloprid,
Nitenpiram,
Spinetoram,
Spinosad.

de

Modulador del
canal de sodio

Dependientes de
voltaje
Bloqueadores de
los canales de
sodio

Actúa como inhibidor de desarrollo
de los insectos, evitando los huevos
de pulgas de completar la
metamorfosis al bloquear la
producción de quitina
Reguladores del crecimiento de
insectos imitan a las hormonas
juveniles para evitar que las larvas
de completar la metamorfosis
Se unen a los receptores de
acetilcolina
nicotínicos
postsinápticos, lo que resulta en la
inhibición de la transmisión
colinérgica y la parálisis de los
parásitos:

Cifenotrina,
Deltametrina,
Etofenprox,
Flumetrina,
Permetrina,
Fenotrina.

Prolongan la apertura de los canales
de sodio dependientes de voltaje en
los invertebrados, lo que resulta en
un aumento de los potenciales de
acción y neurotoxicidad

x

Únicamente
etofenprox y
flumetrina

Todos
excepto la
flumetrina

Indoxacarbo

Oxadiazina bioactivada con enzimas
que se encuentran en los insectos
para bloquear los canales de sodio,
lo que resulta en la parálisis del
insecto

x

x

x

x

Fuente: (http://dev.veterinaryteambrief.com/article/flea-tick-control-current-options)
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MATERIALES Y MÉTODOS

Diseño general del estudio
El proyecto se llevó a cabo en la ciudad de Bogotá, en el Laboratorio de
Parasitología Veterinaria, perteneciente al programa de Medicina Veterinaria de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de La Salle sede Floresta.
Para el presente estudio, se manejaron pulgas C. felis, con objeto de determinar
su ciclo de vida no parasitario en diferentes temperaturas de incubación.
Esta investigación se centró en ensayos in vitro, lo que permitió establecer un
modelo en el que se desarrolló el ciclo de vida no parasitario de la pulga C. felis, bajo
condiciones de laboratorio y se evaluó la susceptibilidad de las larvas de las pulgas C.
felis a sustancias insecticidas en diferentes concentraciones in vitro.
Este proyecto consistió en el desarrollo dos fases de trabajo: la primera parte
correspondió a un estudio observacional, del ciclo de vida no parasitario de la pulga C.
felis en el laboratorio y establecimiento de sus parámetros básicos y una segunda parte
experimental que consistió en el establecimiento preliminar de un modelo de bioensayo
para determinar el efecto de insecticidas sobre el ciclo de vida de la pulga C. felis
(Zakson-Aiken, Gregory & Schoop, 2000).
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Fuente y recolección de especímenes
Para la recolección de las muestras (huevos) se utilizaron perros con pulicosis.
Para el presente caso los caninos de los que se obtuvieron las muestras se localizaron
en perreras en Cundinamarca - Colombia.
Para la recolección se sujetó el canino y se extrajo manualmente las pulgas
adultas con ayuda de un cepillo con el que se separó el pelaje. Las pulgas vivas
recolectadas se colectaron dentro de frascos de vidrio de boca ancha con orificios
pequeños en las tapas para la ventilación. Los frascos permanecieron en un lugar
fresco y protegidos del sol, ya que podía cambiar la morfología e integridad del huevo.
(Blagburn & Dryden, 2009).
Las pulgas recolectadas permanecieron en el frasco de uno a tres días, en este
periodo se realizó la ovoposición.

Mediante pinceles delgados, se extrajeron los

huevos y se colocaron en cajas de Petri, lo que permitió una mejor manipulación de los
huevos y aumentó su viabilidad. Este procedimiento se realizó tres veces para el
desarrollo de cada etapa del estudio, se recolectaron aproximadamente 400 huevos
durante el desarrollo de todo el proyecto. Los huevos se dispusieron para las diferentes
fases del proyecto.
En la figura 7 se presentan algunos de los huevos que fueron recolectados y
manipulados con un pincel de punta fina y depositados en las cajas de Petri para su
incubación y posterior uso.
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Figura 7. Huevos de pulgas incubadas en cajas de Petri

Cámaras climáticas y temperaturas de incubación
El ciclo biológico no parasitario de la pulga C. felis, se mantuvo bajo tres rangos
de temperatura dentro de las cámaras climáticas: temperatura alta (27-30 °C),
temperatura media (22-25 °C) y temperatura ambiente intradomiciliar en la ciudad de
Bogotá, con una humedad relativa entre 80–85% (Zakson et al, 2000).
Las cajas climáticas artesanales que se utilizaron fueron diseñadas por Castillo
& Abdelyabar, (2013). (Figura 9).Se hicieron de madera especial (DMF maderas del
futuro) de 69 cm de ancho por 25 cm de alto por 34 cm de fondo, con una puerta frontal
corrediza. Las paredes interiores de las cajas fueron forradas con papel aluminio con el
fin de conservar el calor generado dentro de ellas de forma homogénea. Para generar
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calor dentro de las cajas, se usaron bombillos redondos incandescentes de 45 W de
tamaño mediano y para regular la temperatura generada por el calor del bombillo, se
utilizaron termostatos eléctricos, los cuales se conectaron al bombillo y regularon la
temperatura de acuerdo a la deseada y marcada en el termostato. Los termostatos
estabilizaron la temperatura en los primeros 27 días y luego permanecieron regulados y
constantes. Para la medición de las temperaturas tanto dentro de las cámaras
climatizadas y en la temperatura ambiente, se utilizaron termómetros de máxima y de
mínima, los cuales se observaron diariamente y se anotaban los registros para el
control de la temperatura.
La humedad relativa se mantuvo mediante la colocación de un recipiente con
orificios en la tapa, con una solución saturada de nitrato de potasio al interior de cada
cámara hermética donde se mantenían las larvas (Solomón, 1951).
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Figura 8. Cámaras climáticas

Evaluación observacional del ciclo de vida no parasitario de la pulga C. felis a
diversas temperaturas
La evaluación se realizó en dos fases: la primera fase del estudio consistió en la
observación del ciclo biológico no parasitario de la pulga C. felis, el cual se llevó a cabo
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en tres cajas de Petri de 5 cm de diámetro, en cada caja se colocaron 20 huevos en un
medio que constó de tres partes de arena estéril y una parte de sangre de canino seca,
para el manejo y alimentación de las larvas (Zakson et al., 2000) a las tres
temperaturas, (figura 9). Al finalizar el ciclo biológico desde huevo hasta adulto se
determinaron los parámetros para evaluar la duración de las diferentes fases del ciclo
de vida no parasitario de la pulga C. felis, los cuales fueron: periodo de eclosión larvaria
(PEL), periodo de formación de pupas (PFP), periodo de eclosión pupa a adulto (PEPA)
y periodo de eclosión huevo adulto (PEHA).
Figura 9. Huevos dentro del medio de desarrollo de larvas

La segunda fase del estudio observacional, (Figura10) consistió en la
corroboración de los datos obtenidos y supervisión de la variabilidad de los parámetros
en la primera fase observacional, la cual se llevó a cabo mediante la obtención de
parámetros en diez réplicas de la prueba en cada temperatura, se utilizaron micro
placas de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 96 pocillos de plástico con
fondo plano, en cada pocillo se colocaron 5 huevos en un medio que constó de tres
partes de arena estéril y una parte de sangre de canino seca, para el manejo y
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alimentación de las larvas (Zakson et al., 2000), a las tres temperaturas y humedad
relativa entre 80 y 85%. Al finalizar el ciclo biológico desde huevo hasta adulto se
evaluaron nuevamente los parámetros determinados en la primera fase observacional
para corroborar la similitud de la duración de las diferentes fases del ciclo de vida no
parasitario de la pulga C. felis, los cuales fueron, periodo de eclosión larvaria (PEL),
periodo de formación de pupas (PFP), periodo de eclosión pupa a adulto (PEPA) y
periodo de eclosión huevo adulto (PEHA).
Figura 10.Imagen de las cajas de 96 pozos

Desarrollo del bioensayo y parámetros de medición
Para llevar a cabo el bioensayo se utilizó la prueba de desarrollo larvario descrita
por Zakson et al., (2000), la cual está dirigida a evaluar el efecto de diversas sustancias
tóxicas, incluidos los reguladores de crecimiento, sobre el desarrollo de las larvas y de
esta manera determinar su susceptibilidad a dichos compuestos.
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Para el desarrollo del bioensayo y parámetros de medición, se desarrolló un
protocolo para preparar concentraciones de las diferentes sustancias biocidas.
Medio para el desarrollo larvario, recipientes y obtención de larvas para la prueba
El medio que se utilizó para desarrollo larvario, consistió en una mezcla de arena
que fue tamizada a través de dos mallas número 20 y número 80 que equivalen a
850µm y 180µm y sangre desecada con una proporción 3:1 (arena: sangre).
Este material se preparó previamente en cantidades suficientes y se mantuvo en
recipientes herméticos secos
En la figura 11 se observa una larva de la pulga C. felis la cual se ve ingurgitada
con sangre que encuentra dentro del material de desarrollo larvario.
Figura 11. Larva de la pulga C. felis dentro del medio de desarrollo larvario

El bioensayo se realizó en micro placas de ELISA

(Enzyme Linked

Immunosorbent Assay) de 96 pozos de fondo plano, en cada pozo se colocó 200 μg de
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medio para el desarrollo larvario. Los huevos recolectados para el desarrollo del
bioensayo, se encontraban en cajas de Petri dentro de medio de desarrollo larvario a
las temperaturas indicadas, se observaron diariamente desde su eclosión y al séptimo
día de haber eclosionado, se ubicaron 5 larvas por pozo y por réplica. Se utilizaron
larvas con 7 días de eclosionadas ya que es el periodo más estable para su
manipulación y buscan activamente alimento (Zakson et al., 2000).
Dilución de las sustancias tóxicas
Para la dilución de las sustancias insecticidas se contó con precauciones de
bioseguridad. Se realizó en la cámara de extracción de gases del laboratorio de
toxicología, ya que las sustancias insecticidas que se utilizaron, se diluyeron en
acetona y se requirió la extracción de los gases producidos por la manipulación de los
productos
Se prepararon las diluciones de los compuestos en acetona dado que ésta
permitía la concentración apropiada de la sustancia toxica en los 200 μg del medio que
fue colocado en cada pozo de la placa de titulación. Se utilizaron pipetas de vidrio con
aspirador automático y micro pipetas con puntas desechables de 250 µl que nos
permitieron asegurar los volúmenes adecuados de medida.
Para cada compuesto se evaluaron 6 concentraciones en partes por millón:
1000, 500, 250, 100, 10 y 1 ppm; la obtención de las concentraciones se realizó
mediante diluciones seriadas en acetona. Para evitar los cambios en la concentración
por evaporación cada dilución y cada compuesto una vez diluido en el solvente, se
mantuvieron refrigerados y sellados herméticamente en frascos de vidrio con cierre
hermético de 33 ml de capacidad y de allí se sirvió 100 µl en cada pozo. Las cajas con
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las diversas concentraciones de insecticida, se prepararon el día previo a la prueba lo
que permitió la competa evaporación de la acetona de un día para otro.
Figura 12. Cámara de extracción de gases y materiales para la dilución de sustancias insecticidas

Procedimiento para la obtención de las concentraciones para cada insecticida.
Fipronil.
Se utilizó el compuesto comercial (Frontline Spot-On®, Merial - Región andina)
que viene formulado a una concentración de 10% (100 mg/ml). Se preparó una
solución patrón de trabajo diluyendo 1,2 ml de compuesto comercial en 28,8 ml de
acetona, lo que resultó en una solución patrón de 4000 µg/ml .A partir de esta solución
patrón se trabajaron la serie de diluciones que se presentan en la Tabla 2 para alcanzar
las concentraciones de trabajo requeridas para que la cantidad de pesticida requerida
se encontrara en 100 μl de solución. Se rotuló apropiadamente y se mantuvo cada
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recipiente cerrado herméticamente la mayor cantidad de tiempo posible, para evitar la
evaporación de la acetona. Se refrigeraron las diluciones hasta el momento de servir
las formulaciones en los platos con medio de desarrollo larvario.
Figura 13. Diluciones seriadas del compuesto Frontline.

Tabla 2. Preparación de diluciones de sustancias biocidas a partir de una solución patrón para alcanzar las
concentraciones requeridas de principio activo en la prueba de de desarrollo larvario en pulgas
Concentración
en medio
(ppm)
1000
500
250
100
10
1

Nombre
dilución

Fuente

1:2
1:4
1:8
1:20
1:200
1:2000

Patrón
1:2
1:4
Patrón
1:20
1:200

Sol
inicial
(ml)
15
15
15
1,5
3
3

Acetona
(ml)

μg/ml

15
15
15
28,5
27
27

2000
1000
500
200
20
2

Diflubenzurón.
La formulación que se trabajó (Bi larv 25 WP, CemturaNetherlands B.V)
consistió en un compuesto en polvo que viene formulado a una concentración de
250g/kg (mg/g). Para preparar la solución patrón, primero se hizo una pre-dilución de 4
g de compuesto en 10 ml de acetona, lo cual constituye una dilución al 10% (p/v). A
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partir de esta pre-dilución se preparó la solución patrón diluyendo 1,2 ml en 28,8 ml de
acetona, para alcanzar una solución patrón de 4000 µg/ml. Se rotuló apropiadamente
los recipientes y se prepararon las diluciones. (Tabla 2). Se refrigeraron las diluciones
para un uso posterior.
Figura 14. Diluciones seriadas del compuesto Diflubenzurón

Ruda.
Se trabajó con un extracto concentrado de la planta de Ruda, Ruta graveolens
(Phitother, activos naturales de origen vegetal y animal) el cual se declaró está a una
concentración de 1g/50 ml (2%). Se utilizó el extracto de Ruda, no en base a revisión
de literatura, si no porque la compañía anteriormente nombrada estaba interesada y
ofreció su producto para el estudio. Se quiso comprobar la validez de este bioensayo
para evaluar este tipo de compuestos.
Se preparó una solución patrón diluyendo 6 ml de esta solución en 24 ml de
acetona para alcanzar una solución de 4000 µg/ml. Luego se preparó la serie de
concentraciones indicadas en la tabla 2, se rotularon apropiadamente los recipientes y
se refrigeraron.
Figura 15. Diluciones del extracto de Ruda.
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Diseño de la caja de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) de 96 pozos
con fondo plano
Se diseñó un diagrama de distribución de las celdas de la caja con el fin de
evitar celdas adyacentes y la contaminación de las mismas. Se trabajaron tres réplicas
por concentración, incluido el control (sólo acetona). Se utilizó una placa de ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) por aparte para cada compuesto tal como se
indica en la figura 17.
Se agregaron 200 μg de medio en cada celda. Luego se aplicó 100 µl de la
dilución apropiada; primero se vertieron los controles (acetona sin insecticida) y luego
se vertieron las concentraciones de la menor a la mayor. Se dejó la caja en la cabina
de flujo laminar, durante toda la noche. Luego se ubicaron cinco larvas en cada celda y
se tapó la placa. Después se colocaron en las cámaras climatizadas con la humedad
relativa del 80 al 85%.
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Figura 16. Diseño de la distribución de las concentraciones seriadas de los compuestos insecticidas

Análisis estadístico
Para el análisis de los datos, la investigación se apoyó en la hoja de cálculo
Excel®, con la que se realizó la organización de los datos observados y se hicieron las
bases de datos correspondientes a la mortalidad y variables evaluadas.
Posteriormente, se utilizó el programa POLO-PC, para desarrollar el método
estadístico cuantitativo Probit, que permite determinar la dosis mediana letal en
ensayos biológicos. Se determinó la Dosis Letal 50 (DL50), la Dosis Letal 90 (DL90) y
la Dosis Letal 99 (DL99) correspondiente a las concentraciones de producto que dan
lugar a una mortalidad del 50%, 90% y 99% respectivamente. (Gutiérrez de Gerardino,
1984). Este método genera una representación gráfica de la relación dosis respuesta
en base a los datos de mortalidad obtenidos en cada una de las concentraciones del
producto

evaluado.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La investigación se realizó desde el mes de Diciembre del 2012 hasta el mes
enero del 2014. El objetivo principal del presente estudio, fue establecer un modelo in
vitro para el desarrollo del ciclo de vida no parasítico de la pulga C. felis en el
laboratorio, y evaluación de sustancias insecticidas. Para ello, se tomó como base el
protocolo de desarrollo larvario de pulgas, evaluación de insecticidas y preparación de
diluciones sugerido por Zakson et al., (2000) el cual fue modificado para poder ser
desarrollado bajo las condiciones de laboratorio de parasitología de Medicina
Veterinaria de la Universidad de la Salle. Posteriormente, implicó el desarrollo de un
protocolo para la preparación y evaluación de concentraciones de sustancias
insecticidas.
Obtención de huevos de la pulga C. felis
Para la obtención de los huevos, inicialmente se siguió el protocolo sugerido por
Zakson et al., (2000) pero se modificó, debido a que se obtuvo baja viabilidad de los
huevos al ser tamizados. El procedimiento modificado está descrito en materiales y
métodos.
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Regulación de temperaturas de las cajas climatizadas
La figura 17 muestra los registros de los rangos de temperatura alcanzados en
cada una de las cámaras climatizadas y el medio ambiente intra domiciliar del
laboratorio, para el desarrollo del ciclo de vida no parasitario de la pulga C. felis. Es
importante aclarar la nomenclatura que se utilizará para indicar las cámaras
climatizadas. T1 corresponde a la temperatura ambiente del laboratorio;

T2 a la

temperatura media y T3 a la temperatura alta.
La temperatura alta: T3 (26-30 ºC), los primeros 27 días fueron de calibración de
temperatura del termostato dentro de la cámara, por eso se reflejaron algunos registros
que variaron pero que se encontraron dentro del rango, después se estabilizó en 28 ºC.
La temperatura media: T2 (22-25 ºC), los primeros 27 días fueron de calibración
de temperatura del termostato dentro de la cámara, por eso se reflejaron algunos
registros que variaron pero que se encontraron dentro del rango, después se estabilizó
en 23 ºC.
La temperatura ambiente intra domiciliar del laboratorio: T1, tuvo variedad en los
registros dentro de lo que se observó una temperatura mínima de 17 ºC y una
temperatura máxima de 21ºC.
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Figura 17. Valores de temperaturas mínimas y máximas en las dos cámaras climatizadas (T2, T3) y
valores alcanzados en la temperatura ambiente del laboratorio (T1)
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Parámetros bióticos fase 1. (Estudio observacional, ciclo de vida no parasitario
de la pulga C. felis).
La figura 18 muestra el periodo de eclosión larvaria (PEL), el
formación de pupas (PFP), el periodo

periodo de

de eclosión pupa-adulto (PEPA), a tres

temperaturas: T1: temperatura ambiente intra domiciliar del laboratorio; temperaturas
de las cámaras climatizadas, T2 (22–25 °C) y T3 (26-30 °C).
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Figura 18. Parámetros bióticos de la pulga C. felis a tres temperaturas de incubación.
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PEL1, PEL2, PEL3: Periodo de eclosión larvaria a T1, T2, T3. PFP1, PFP2, PFP3:
Periodo de formación pupal a T1, T2, T3. PEPA1, PEPA2, PEPA3: Periodo eclosión
pupa adulto a T1, T2, T3.

En el periodo de eclosión larvaria (PEL) en las temperaturas T1, T2 y T3, al
quinto día de haberse colocados los huevos en el medio de desarrollo larvario, inició la
eclosión de las larvas finalizando el octavo día. Ello indicó un periodo de eclosión
larvario de tres días para las tres temperaturas. Al comparar los datos reportados por
Silverman & Rust (1983) que mencionan que a una temperatura de 27 °C el tiempo
necesario para la eclosión de los huevos oscila de 1,5 a 6,0 días. Se compara y
concluye que los datos obtenidos en este estudio se encuentran en el rango que
reportan los autores.
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En la T1, el porcentaje de larvas que culminó este periodo fue del 70%, en la T2
fue del 65% y en la T3 fue del 80%. Olsen (1985) reporta que alrededor del 70% de los
huevos eclosionan cuando se mantienen a una temperatura de 24ºC ± 1 °C y 65% ±
5% de humedad relativa. Con las similitudes de los resultados se concluyó que en
condiciones equivalentes hay resultados similares más no inferiores.
En el periodo de formación pupal (PFP) con las tres temperaturas, se inició la
formación de pupas el día 20. En T1 finalizó la formación de pupas el día 31, el periodo
de formación pupal fue de 11 días y el 45% de las larvas empuparon. Metzger (1995)
reporta que a 15,5 °C, el periodo en días para el desarrollo de la pupa es de 19,5 a
23,5. Silverman (1981) reporta que a 13 °C y 75% de humedad

relativa,

aproximadamente el 50% de las larvas empupan dentro de 34 días.
En la T2, finalizó la formación de pupas el día 33, el periodo de formación pupal
fue de 13 días y el 35% de las larvas empuparon. En la T3 finalizó la formación de
pupas el día 29. El periodo de formación pupal fue de 9 días y el 65% de las larvas
empuparon. Hudson & Prince (1958) reportan que a una temperatura de 26.6 ºC y una
humedad relativa del 80% el periodo de pupa fue de 12 a 13 días. Metzger (1995)
reporta que a 26,7 °C, el periodo en días para el desarrollo de la pupa oscila de 5,2 a
6,5 días.
Se confrontó con los resultados de los anteriores estudios, que la tasa de
desarrollo de las larvas es dependiente de la temperatura, lo cual es reportado por
Silverman & Rust (1983).
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En el periodo de eclosión pupa-adulto (PEPA), en la T1 las pulgas adultas
iniciaron la eclosión de la pupa el día 36, finalizando el día 51. El periodo de eclosión
pupa-adulto fue de 15 días y el 35% de las pulgas eclosionaron.
En la T2 las pulgas adultas eclosionaron de la pupa el día 34 y finalizando el día
43. El periodo de eclosión pupa-adulto fue de 9 días y el 30% de las pulgas
eclosionaron.
En la T3, las pulgas adultas empezaron la eclosión pupal el día 30 y finalizaron
el día 38. El periodo de eclosión pupa-adulto fue de 8 días y el 65% de las pulgas
eclosionaron. Silverman (1981) reporta que el estado de pupa es la etapa inmadura
más resistente a la desecación, durante la cual la exposición al 22% de humedad
relativa y a una temperatura de 27 °C conlleva un 80% de emergencia de los adultos.
En el presente estudio, el porcentaje de eclosión adultos es menor pero se reafirmó
que a mayor temperatura mayor son los porcentajes de eclosión de adultos.
La figura 19 muestra el periodo de eclosión huevo adulto (PEHA), a tres
temperaturas, T1 (ambiente intra domiciliar del laboratorio); T2 (22–25 °C) y T3 (26-30
°C).
En el periodo de eclosión adulto-huevo (PEHA) para T1, el ciclo de vida desde
huevo hasta adulto tuvo una duración de 51 días, el 35% de los individuos culminó el
proceso. Silverman (1981) reporta que alrededor del 60% de las pulgas adultas
emergen de los capullos con éxito a una temperatura de 13 °C al día 140 después de
recoger los huevos.
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Figura 19. Periodo de eclosión huevo adulto (PEHA) de la pulga C. felis a tres temperaturas T1, T2 y T3
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En el presente estudio la temperatura intra domiciliar mínima del laboratorio
reportada fue de 17 °C, la reportada por el autor es 13 °C. La diferencia entre el periodo
adulto-huevo del presente estudio y el reportado por el autor puede estar influenciada
por la diferencia de las temperaturas manejadas.
En la T2 el ciclo de vida desde huevo hasta adulto tuvo una duración de 43 días,
el 30% de los individuos culminó el proceso. En la T3 el ciclo de vida desde huevo
hasta adulto tuvo una duración de 38 días, el 65% de los individuos culminó el proceso.
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Tabla 3. Valores del periodo de eclosión larvaria (PEL) en el estudio observacional del ciclo de vida no
parasitario para T1, T2 y T3
TEMPERATURAS

PEL

%

(días)

(larvas eclosionadas)

T1

5-8

70

T2

5-8

65

T3

5-8

80

Resultados

X2= 1.149 P= 0.563

T1: Temperatura ambiente intra domiciliar del laboratorio, T2: Temperatura Media
(22-25 ºC) Y T3: Temperatura Alta (26-30 ºC).

En la tabla 3 se analiza estadísticamente la cantidad de larvas que logran
culminar este periodo y eclosionan, (periodo de eclosión larvaria, PEL). Se muestra el
día inicial, el día final para dicho periodo y el porcentaje de larvas eclosionadas en las
tres temperaturas: T1 (ambiente intra domiciliar del laboratorio), T2 (22–25 °C) y T3
(26-30 °C). Estadísticamente, en las tres temperaturas manejadas, las diferencias en
porcentajes de eclosión larvaria no son significativas (Χ2= 1,149: p= 0,563).
En la tabla 4 se analiza estadísticamente la cantidad de larvas que empuparon,
en el periodo de formación pupal (PFP). Se analiza estadísticamente la cantidad de
pupas que eclosionan a adultos, en el periodo de eclosión pupa adulto (PEPA). Se
analiza estadísticamente la cantidad de huevos que culminan la metamorfosis completa
hasta adulto en el periodo eclosión huevo - adulto (PEHA), se muestran los días inicio
y final para cada periodo y el porcentaje de larvas que lo culminó, en las tres
temperaturas: T1 (ambiente intra domiciliar del laboratorio), T2 (22-25 °C) y T3 (26-30
°C).
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Estadísticamente, en las tres temperaturas manejadas, las diferencias en
porcentajes de las larvas que empuparon, no difieren significativamente (Χ2= 3,737: p=
0,1543), lo que es posible debido al bajo número de especímenes usados.
Estadísticamente, en las tres temperaturas manejadas, las diferencias en
porcentajes de la cantidad de pupas que se convirtieron en adultos, son significativas
(Χ2= 5,837: p= 0,0540).
Estadísticamente, en las tres temperaturas manejadas, las diferencias en
porcentajes de la cantidad de huevos que culminaron el proceso de la metamorfosis
hasta adultos, son significativas (Χ2= 5,837: p= 0,0540).
Tabla 4. Valores de parámetros bióticos de la pulga C. felis (PFP, PEPA, PEHA) para T1, T2 y T3
Temperaturas

PFP (días)

%

PEPA

%

(días)

PEHA

%

(día)

T1

20-31

45

36-51

35

51

35

T2

20-33

35

34-43

30

43

30

T3

20-29

65

30-38

65

38

65

Resultados

X2= 3.737

X2= 5.837

X2= 5.837

P=0.1543

P=0.0540

P=0.0540

T1: Temperatura ambiente intra domiciliar del laboratorio, T2: Temperatura Media (2225 ºC) Y T3: Temperatura Alta (26-30 ºC), PFP: Periodo Formación Pupal, PEPA:
Periodo Eclosión Pupa Adulto, PEAH: Periodo Eclosión Adulto Huevo.
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Parámetros bióticos fase 2 (obtención de parámetros en diez réplicas de la
prueba en cada temperatura)
La figura 20 muestra el promedio del periodo de eclosión larvaria (PRO PEL), el
promedio del periodo de formación de pupas (PRO PFP), el promedio del periodo de
eclosión pupa a adulto (PRO PEPA), correspondientes a la fase dos de este estudio a
las tres temperaturas: T1, temperatura ambiente intra domiciliar del laboratorio;
temperaturas de las cámaras climatizadas, T2 (22–25 °C) y T3 (26-30 °C).
En el promedio del periodo de eclosión larvaria (PRO PEL), en las tres
temperaturas los huevos empezaron a eclosionar el día cuatro, en la T1 el nivel
máximo de eclosión larvaria se produjo el día 7, el periodo de eclosión larvaria fue de
cuatro días donde el 80% de las larvas eclosionaron.
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Figura 20. Promedios de parámetros bióticos de la pulga C. felis, PEL, PFP, PEPA a tres temperaturas T1,
T2, T3
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PRO PEL1, PRO PEL2, PRO PEL3: Promedio del Periodo de eclosión larvaria a
T1, T2, T3. PRO PFP1, PRO PFP2, PRO PFP3: Promedio del Periodo de formación
pupal a T1, T2, T3. PRO PEPA1, PRO PEPA2, PRO PEPA3: Promedio del Periodo
eclosión pupa adulto a T1, T2, T3.

En la T2, el nivel máximo de eclosión larvaria fue el día 6. El periodo de eclosión
larvaria fue de tres días y el 78% de las larvas eclosionaron. Olsen (1985) reporta que
alrededor del 70% de los huevos eclosionan cuando se mantienen a 24ºC ± 1 °C y 65%
± 5% de humedad relativa, con las similitudes de los resultados se determinó que en
condiciones equivalentes existen resultados similares.
En la T3, el nivel máximo de eclosión larvaria fue el día 6. El periodo de eclosión
larvaria fue de tres días y el 90% de las larvas eclosionaron. Silverman et al., (1983)
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reportan que a una temperatura de 27 °C el tiempo necesario para que los huevos
eclosionen es de 1,5 a 6,0 días, se analiza que los datos obtenidos en este estudio se
mantienen en el rango que reportan los autores.
En el promedio del periodo de formación de pupas (PRO PFP), en la T1 se
formaron las pupas el día 19, el nivel máximo de formación de pupas se alcanzó el día
30. El periodo de formación pupal fue de 11 días y el 70% de las larvas empuparon.
Metzger (1995) reporta que a 15,5 °C, el periodo en días para el desarrollo de la pupa
va de 19,5 a 23,5 días. Silverman (1981) reporta que

a 13 °C y con un 75% de

humedad relativa, aproximadamente el 50% de las larvas empupan dentro de 34 días.
En la T2, se formaron las pupas el día 18, el nivel máximo de formación de
pupas alcanzó el día 28, el periodo de formación pupal fue de 10 días y el 66% de las
larvas empuparon.
En la T3 se formaron las pupas el día 18, el nivel máximo de formación de pupas
alcanzó el día 22, el periodo de formación pupal fue de 4 días y el 76% de las larvas
empuparon. Hudson & Prince (1958) reportan que a una temperatura de 26.6 ºC y una
humedad relativa del 80% el periodo de pupa fue de 12 a 13 días. Metzger (1995)
reporta que a 26,7 °C, el periodo para el desarrollo de la pupa oscila entre 5.2 y 6.5
días.
Se analizó con los resultados de los anteriores estudios, que la tasa de
desarrollo de las larvas es dependiente de la temperatura, lo cual es confirmado por los
resultados de la fase uno del presente estudio y acorde con lo reportado por Silverman
& Rust (1983).
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En el promedio del periodo de eclosión pupa-adulto (PRO PEPA), en la T1 las
pulgas adultas iniciaron a eclosionar de la pupa el día 34, el nivel máximo de eclosión
fue el día 37, el periodo de eclosión pupa-adulto de tres días y el 46% de las pulgas
eclosionaron.
En la T2 las pulgas adultas iniciaron la eclosión pupal el día 32, el nivel máximo
de eclosión fue el día 35, el periodo de eclosión pupa-adulto de 3 días y el 58% de las
pulgas eclosionaron.
En la T3, las pulgas adultas iniciaron a eclosionar de la pupa el día 28, el nivel
máximo de eclosión fue el día 30, el periodo de eclosión pupa-adulto de 2 días y el
74% de las pulgas eclosionaron. Silverman (1981) reporta que el estado de pupa es la
etapa inmadura más resistente a la desecación, durante la cual la exposición al 22% de
humedad relativa y a una temperatura de 27 °C hay un 80% de emergencia de los
adultos. En el presente estudio el porcentaje de eclosión adultos es menor pero se
reafirmó que a mayor temperatura mayor son los porcentajes de eclosión de adultos.
En la tabla 5 se analiza estadísticamente el periodo de eclosión larvaria (PEL) se
muestra el día de inicio y el día final para dicho periodo, la cantidad mínima y máxima
de larvas que eclosionó por pozo y el porcentaje de larvas que culminó este periodo, en
las tres temperaturas, T1 (ambiente intra domiciliar del laboratorio), T2 (22–25 °C) y T3
(26-30 °C). Las diferencias en porcentajes de eclosión larvaria no son significativas
(Χ2= 2,885: p= 0,236).
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Tabla 5. Valores del periodo de eclosión larvaria (PEL) para T1, T2 y T3
TEMPERATURAS

PEL

Min-Max

(días)

(eclosión por pozo)

T1

4-7

T2
T3
Resultados

50 huevos

%

3-5

40

80

4-6

3-5

39

78

4-6

4-5

45

90

X2= 2.885 P=0.236

T1: Temperatura ambiente intra domiciliar del laboratorio, T2: Temperatura Media
(22-25 ºC) Y T3: Temperatura Alta (26-30 ºC).

En la tabla 6 se analiza estadísticamente el periodo de formación pupal (PFP),
se muestra el día de inicio y el día final para dicho periodo, la cantidad mínima y
máxima de larvas que empuparon por pozo y el porcentaje de larvas que culminó el
periodo, en las tres temperaturas: T1 (ambiente intra domiciliar del laboratorio), T2 (22–
25 °C) y T3 (26-30 °C).Las diferencias en porcentajes de formación pupal no fueron
significativas (Χ2= 1,222: p= 0,5428).
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Tabla 6. Valores del periodo de Periodo de Formación Pupal (PFP) en la obtención con diez réplicas de la
prueba en cada temperatura (T1,T2,T3)
TEMPERATURAS

PFP

MIN – MAXIMO

(días)

(larvas empupadas

50 huevos

%

Por pozo)
T1

19- 30

14

35

70

T2

18- 28

1 3

33

66

T3

18-22

1 5

38

76

Resultados

X2= 1.222 P=0.5428

T1: Temperatura ambiente intra domiciliar del laboratorio, T2: Temperatura
Media (22-25 ºC) Y T3: Temperatura Alta (26-30 ºC).

En la tabla 7 se analiza estadísticamente el periodo de eclosión pupa-adulto
(PEPA) se muestra el día de inicio y el día final para dicho periodo, la cantidad mínima
y máxima de pupas que eclosionaron por pozo y el porcentaje de pupas que lo culminó
el periodo. Las diferencias entre porcentajes del periodo de eclosión pupa adulto son
significativas (Χ2= 8,178: p= 0,0168).
La figura 21 muestra el promedio del periodo de eclosión huevo adulto (PRO
PEHA) a tres temperaturas: Temperatura 1 ambiente intra domiciliar del laboratorio;
temperatura 2 (22–25 ºC) y temperatura 3 (26-30 ºC).
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Tabla 7. Valores del periodo eclosión pupa adulto (PEPA), en la obtención de parámetros con diez réplicas
de las pruebas en cada temperatura (T1, T2, T3)
PEPA

MIN – MAXIMO

(días)

(pupas eclosionadas por pozo)

T1

34- 37

T2

TEMPERATURAS

50 huevos

%

1-2

23

46

32- 35

1-3

29

58

T3

28-30

1-5

37

74

Resultados

X2= 8.178 P=0.0168

T1: Temperatura ambiente intra domiciliar del laboratorio, T2: Temperatura Media
(22-25 ºC) Y T3: Temperatura Alta (26-30 ºC).

El promedio del periodo de eclosión adulto huevo (PRO PEHA) en la
temperatura 1, el ciclo de vida desde huevo hasta adulto tuvo una duración de 41 días
y el 46% de los individuos culminó el proceso. Silverman (1981) reporta que alrededor
del 60% de las pulgas adultas emergen de los capullos con éxito a una temperatura de
13 °C a partir del día 140 después de recoger los huevos. En el presente estudio la
temperatura intra domiciliar mínima del laboratorio reportada fue de 17 °C, y la
reportada por el autor es 13 °C, la diferencia del periodo adulto-huevo del presente
estudio con el que reporta el autor puede estar influenciada por la diferencia de las
temperaturas manejadas.
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Figura 21. Parámetro biótico de la pulga C. felis, PRO PEAH a tres temperaturas Fase dos.
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En la T2 el ciclo de vida desde huevo hasta adulto tuvo una duración de 40 días,
el 58% de los individuos culminó el proceso. En la T3 el ciclo de vida desde huevo
hasta adulto tuvo una duración de 34 días, el 74% de los individuos culminó el proceso
En la tabla 8 se analiza estadísticamente el periodo eclosión huevo-adulto
(PEHA). Se muestra el día de inicio y el día final para dicho periodo, la cantidad mínima
y máxima de huevos que terminaron su metamorfosis hasta adulto por pozo y el
porcentaje de individuos que culminó el periodo. Las diferencias entre porcentajes del
periodo de eclosión pupa adulto son significativas (Χ2= 8,178: p= 0,0168).

53

Tabla 8. Valores de periodo eclosión huevo adulto (PEHA), en la obtención de parámetros con diez
réplicas de la prueba en cada temperatura (T1, T2, T3)
TEMPERATURAS
T1
T2
T3
Resultados

PEHA
(días)
41
40
34
X2= 8.178

MINIMO MAXIMO
(50 huevos)
23
29
37
P=0.0168

%
46
58
74

T1: Temperatura ambiente intra domiciliar del laboratorio, T2: Temperatura
Media (22-25 ºC) Y T3: Temperatura Alta (26-30 ºC).

De los resultados obtenidos en las fases observacionales del estudio se
confirmó que son similares a los reportados por la literatura, pero se esperaban unos
porcentajes de desarrollo más altos ya que Blagburn, (2009) reporta el ciclo de vida
varía entre 14 y 174 días y Bowman (2011) confirma que depende de factores como
temperaturas entre 13 y 32°C y una humedad relativa entre 50 y 92%.
El diseño de las fases observacionales brindó condiciones de temperatura y
humedad relativa favorables sin embargo en la fase uno, Estudio observacional, ciclo
de vida no parasitario de la pulga C. felis, en la temperatura alta el periodo de eclosión
huevo-adulto fue de 38 días y en la fase dos, obtención de parámetros en diez réplicas
de la prueba en cada temperatura, en la temperatura alta el periodo de eclosión huevoadulto fue de 34 días, los cuales son periodos grandes comparados con los de la
literatura.
Se observó, en la fases dos observacional, que los periodos evaluados fueron
más cortos que en la fase uno observacional Silverman & Rust (1983) reportan que el
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canibalismo y el agotamiento de los medios de cría de larvas puede contribuir a un ciclo
más largo y aumentos en la tasa de mortalidad.
La fase dos observacional se desarrolló en las cajas de Elisa de 96 pozos los
cuales son recipientes más pequeños que las cajas de Petri utilizadas en la primera
fase observacional lo cual pudo implicar un mayor gasto energético en las larvas y
verse reflejado en un periodo más largo en la fase uno observacional.

Estudio experimental, validación del bioensayo de dosis respuesta
Esta fase experimental, se desarrolló con la finalidad de validar el modelo de
bioensayo preliminar del ciclo de vida no parasitario de la pulga C. felis, desarrollado en
las fases observacionales del presente estudio. El modelo fue validado mediante la
aplicación de 5 concentraciones seriadas (1, 10, 100, 250, 500 ppm) de sustancias
insecticidas y posteriormente se realizó el análisis del efecto provocado en el ciclo de
vida no parasitario de la pulga C. felis.
La figura 22 muestra las curvas dosis-efecto de la mortalidad generada por
diversas concentraciones de tres sustancias biocidas, sobre las fases no parasitarias
de la pulga C. felis. El fipronil generó una mortalidad del 100% de las larvas desde la
concentración más baja que se utilizó. El extracto de Ruda, generó un 30% de
mortalidad

a

una

concentración

de

1000

ppm.

El

Diflubenzurón,

aproximadamente un 73% de mortalidad a una concentración de 800ppm.

generó
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Figura 22. Curvas dosis-efecto de la mortalidad generada por diversas concentraciones de
Diflubenzurón,Fipronil y extracto de Ruda, sobre las fases no parasitarias de la pulga C. felis.
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La tabla 9 incluye los resultados del análisis Probit para la prueba, usando el
extracto de ruda a 6 concentraciones seriadas (El cálculo del intercepto y de la
pendiente no fueron significativos (valor de t inferior a 1,96). Ello es debido a que de las
cinco concentraciones evaluadas la mortalidad estimada por el Probit es superior a la
observada. Por lo tanto las concentraciones seriadas empleadas para el bioensayo, no
se ajustaron a los parámetros válidos para ajustarse al modelo. Para próximas
investigaciones se recomienda utilizar concentraciones mayores del extracto de Ruda.
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Tabla 9. Análisis estadístico de la prueba de mortalidad generada por diversas concentraciones de
extracto de Ruda, respecto las fases no parasitarias de la pulga C. felis.
Log Máxima Probabilidad
RUDA

-46,264493
Parámetro

Error estándar

Concentración
(ppm)

-1,2535634

0,34235044

Pendiente

0,25012874

Valor t
-3,6616381
(ns)

0,15307293

1,6340495
(ns)

Chi-cuadrado
0,7512

g(0,95) =

Concentraciones
efectivas

Valor ppm

Límite inferior
(95%)

Límite superior
(95%)

DL 50

-

-

-

DL 90

-

-

-

DL 99

-

-

-

-1,4387

Heterogeneidad
0,19

(ns = Parámetro no significativo)

La tabla 10 incluye los resultados del análisis Probit para la prueba, usando el
Diflubenzurón a 6 concentraciones seriadas. El cálculo del intercepto no fue
significativos (valor de t inferior a 1,96). Ello es causado porque de las seis
concentraciones evaluadas sólo la cuarta y la quinta

presentaron mortalidad y en la

concentración superior la mortalidad fue total, dejando sólo dos valores para el cálculo
del Probit. La tabla indica los valores de las concentraciones letales 50 (CL50), 90
(CL90) y 99 (CL99) y sus límites de confianza.
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En la tabla 10 se observa que el Diflubenzurón presentó una DL50 de 288 ppm
(213-374), una DL90 de 601 ppm (449-1085) y una DL99 de 1095 ppm (711-3011).
Tabla 10. Análisis estadístico Probit de mortalidad generada por diversas concentraciones del
Diflobenzurón, sobre las fases no parasitarias de la pulga C. felis.
Log Máxima Probabilidad

-20,765684

DIFLOBENZURÓN

Error estándar

Valor t

Parámetro

Concentración
(ppm)

-9,8804926

2,2492134

-4,3928657
(ns)

Pendiente

4,016349

0,8943278

4,4909144

Chi-cuadrado

g(0,95) =

Heterogeneidad

2,8434

-0,19047

-0,71

Concentraciones
efectivas

Valor ppm

Límite
(95%)

DL 50

288,448

212,657

373,568

DL 90

601,383

449,530

1085,453

DL 99

1094,679

711,712

3011,266

inferior Límite
(95%)

superior

(ns= Parámetro no significativo)

En cuanto a los resultados de Fipronil, el modelo no se ajustó a

las

concentraciones seriadas empleadas para el bioensayo, ya que en todas las dosis
presento un 100% de mortalidad y no existe Probit para proporción 1 (n=15 y
muertos=15). Para próximas investigaciones se recomienda utilizar concentraciones
menores de Fipronil.
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CONCLUSIONES
Se estableció un modelo in vitro para el desarrollo del ciclo de vida no parasítico
de la pulga C. felis en el laboratorio para la evaluación de sustancias insecticidas.
Los estadios no parasitarios del ciclo de vida de la pulga C. felis difieren en la
velocidad de su desarrollo y los porcentajes de supervivencia, De acuerdo a la
temperatura en la que se encuentran. Su ciclo de vida es más favorable si se encuentra
en temperaturas altas (26-30 °C) y con un 80-85% de humedad relativa.
En la evaluación observacional del ciclo biológico de la pulga a diversas
temperaturas en las cajas de Petri con 20 larvas contaban con una mayor área de
desplazamiento para buscar alimento lo que requirió para las larvas mayor gasto
energético lo que se vio reflejado en un periodo de formación pupal más prolongado al
comparase con las larvas de la evaluación observacional en las 10 réplicas con 5
larvas cada una, en las cajas de 96 pozos de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) que al tener menor área de desplazamiento para alimentarse requirieron menos
gasto energético lo que se reflejó en un periodo de formación pupal más corto.
El ensayo in vitro preliminar mostró criterios que demuestran que es exitoso ya
que permitió la observación y desarrollo completo del ciclo biológico no parasítico de la
pulga C. felis, proporcionando pruebas similares que fueron constantes, lo que permitió
concluir que es un ensayo preliminar útil, eficiente y fiable para probar la susceptibilidad
de las larvas de la pulga C. felis a compuestos insecticidas.
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